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O passo que você dá não precisa ser grande, 
 ele só precisa te levar na direção certa.  
Jemma Simmons 
RESUMO 
O tributilestanho (TBT) é um obesogênico associado com diversas 
complicações. Contudo, poucas investigações têm avaliado os efeitos do TBT 
em glândulas mamárias (GMs) de ratas adultas. Nesta investigação, nós 
avaliamos se os efeitos obesogênicos do TBT resultam em anormalidades e 
expansão do tecido adiposo mamário.  TBT foi administrado em ratas, e a 
morfofisiologia mamária foi avaliada. Além disso, avaliamos a expressão 
proteica de PPAR , ER  e aromatase, bem como parâmetros inflamatórios, de 
estresse oxidativo e fibrose. Observamos desenvolvimento morfológico 
anormal, como reduzido número de botões terminais (terminal end buds-TEBs), 
terminais alveolares (AB), lóbulos e escore de diferenciação (DF) nas ratas 
TBT. Essas, obtiveram acúmulo anormal na camada de gordura, como 
evidenciado pelo aumento no número de adipócitos hipertróficos, níveis de 
triglicerídeos e expressão de PPAR . Uma forte correlação negativa entre os 
marcadores obesogênicos mamários e número de TEBs, AB e DF foi 
observada. Uma correlação positiva foi observada entre os marcadores 
adipogênicos e inflamação. Elevada expressão proteica de ER  e aromatase 
foram observadas. Estresse oxidativo e fibrose foram observadas nas ratas 
TBT. Além disso, uma correlação positiva foi observada entre os marcadores 
obesogênicos da GM e estresse oxidativo. Portanto, esses dados sugerem que 
os efeitos obesogênicos do TBT levam a irregularidades na GM de ratas 
adultas. 
Palavras-chave: Cloreto de tributilestanho, desreguladores endócrinos, tecido 
adiposo mamário, atrofia, anormalidades.
ABSTRACT 
Tributyltin (TBT) is an obesogen associated with several complications. 
However, few investigations have evaluated TBT effects on adult mammary 
glands (MG). In this investigation, we assessed whether TBT's obesogenic 
effects resulted in abnormal MG fat pad expansion and other irregularities. TBT 
was administered to female rats, and their MG morphophysiological 
development was assessed. We further assessed the MG fat pad for PPAR , 
ER , and aromatase protein expression, as well as inflammation, oxidative 
stress (OS) and fibrosis. Irregular MG morphological development such as 
lower TEB number, alveolar (AB), lobule 
and differentiation (DF) escore were observed in TBT rats. TBT rats had 
abnormal MG fat accumulation as evidenced by increased numbers of 
hypertrophic adipocytes, triglyceride (TG) levels and PPAR  expression. A 
strong negative correlation between the MG obesogenic makers and TEB 
number, AB and DF escore were observed in TBT rats. MG inflammation was 
observed in TBT rats. A positive correlation between the MG obesogenic 
markers and inflammation were observed. High ER  and aromatase expression 
were observed in MG of TBT rats. MG OS and fibrosis were present in the 
TBT rats. Additionally, a positive correlation between the MG obesogenic 
markers and OS were observed in TBT rats. Thus, these data suggest that 
obesogenic TBT effects led to MG irregularities in the adult female rats. 
Keywords: Tributyltin chloride, endocrine-disrupting chemicals, mammary 
gland fat pad, inflammation, atrophy, abnormalities. 
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1.0 INTRODUÇÃO 
1.1 O Sistema Reprodutor Feminino 
O sistema reprodutivo feminino é composto anatomicamente pela vulva, sendo 
esta, a genitália externa feminina. Já a vagina, cérvice, útero, tubas uterinas e 
ovários são os órgãos internos (KUMAR et al., 2013). Esse conjunto é 
essencial para o processo reprodutivo e perpetuação das espécies de 
mamíferos, provendo ambiente favorável à fertilização dos oócitos, implantação 
e desenvolvimento embrionário (KOBAYASHI; BEHRINGER, 2003). 
Morfologicamente as glândulas mamárias são um tipo de glândulas cutâneas, 
mas fisiologicamente, as mesmas podem ser classificadas como glândulas 
acessórias do sistema reprodutivo feminino (TALANTI; HOPSU, 1961). 
O sistema reprodutivo de um indivíduo é normalmente caracterizado por suas 
gônadas, no caso do feminino tem-se os ovários, que apresentam o importante 
papel de maturar e liberar por meio da ovulação, o gameta feminino, o  oócito, 
o qual nas tubas uterinas pode ser fertilizado e carreado até o útero, órgão que 
recebe o embrião e onde ocorre a nidação e desenvolvimento do mesmo, 
permitindo assim, a perpetuação da espécie. Além de atuarem como gônadas, 
os ovários são glândulas endócrinas, ou seja, produzem e secretam hormônios, 
mais especificamente os esteroides. Esses por sua vez, são essenciais para 
reprodução e manutenção do embrião no útero, além de atuar em outros locais 
como no cérebro, hipófises, tubas uterinas, cérvice, vagina e glândulas 
mamárias. (HANNON; FLAWS, 2015). 
O sistema reprodutivo tem caráter dinâmico, onde a cada ciclo reprodutivo o 
miométrio uterino passa por remodelamento (hipertrofia e involução), o ovário 
sofre reparo tecidual após a ovulação e o trato como um todo ganha e perde a 
capacidade de receber ou não um novo embrião (EDDIE et al., 2014). Cada 
órgão desse sistema se encontra harmonicamente conectado aos outros por 
meio de complexas vias de sinalização endócrina, envolvendo hormônios como 
os esteróides estrogênio e progesterona (YOUNG et al., 2017). E além destes, 
os não esteóides como FSH e LH, formando assim um eixo de comunicação 
que tem por função coordenar as modificações do trato reprodutivo como um 
todo, preparando-o para a reprodução. Essa rede de sinalização e regulação é 
denominado eixo hipotálamo-hipófise-gônada (ASIMAKOPOULOS, 2012). 
1.2 Regulação hormonal 
De forma resumida, o eixo hipotálamo-hipófise-gônada é responsável pela 
regulação dos eventos e modificações do trato reprodutivo ao longo dos ciclos 
durante a fase reprodutiva dos mamíferos (ASIMAKOPOULOS, 2012). Por 
meio de estímulos, os neurônios GnRH hipotalâmicos secretam o hormônio 
liberador de gonadotrofinas (GnRH), e este, estimula as células gonadotróficas 
na hipófise anterior a secretarem na circulação sanguínea, os hormônios 
gonadotróficos folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), que por sua vez 
regulam a função das gônadas em ambos os sexos (MOORE; PRESCOTT; 
CAMPBELL, 2013). 
As gônadas, como já mencionado, além de estarem envolvidas na produção, 
desenvolvimento e liberação dos gametas, também tem a função de 
produzirem hormônios, dentre eles estão os esteroides como estrogênio e 
progesterona, além de inibinas e activinas que acabam por desempenhar uma 
sinalização de feedback para os neurônios GnRH, direcionando assim a 
liberação pulsátil do peptídeo de mesmo nome (GnRH). No entanto, o 
estrogênio, tem importante papel na regulação do eixo, sendo um dos 
principais reguladores desses neurônios ao longo dos ciclos reprodutivos 
(ASIMAKOPOULOS, 2012; MOORE; PRESCOTT; CAMPBELL, 2013). 
1.3 Ciclo reprodutivo de ratas 
Como o modelo utilizado neste trabalho trata-se de um modelo roedor, se faz 
importante compreender um pouco a dinâmica de seu ciclo reprodutivo. O ciclo 
reprodutivo dos roedores é denominado ciclo estral, sendo caracterizado pelas 
modificações morfológicas que ocorrem no trato reprodutivo das fêmeas, com 
um tempo de duração bem menor que os 28 dias observados em humanos 
sadios, normalmente entre 4 e 5 dias (HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 
2005).  
As fêmeas de roedores são poliestricas, e possuem um ciclo estral sucessivo e 
regular, sendo este, dividido em quatro fases, proestro, estro, metaestro e 
diestro, estas fases normalmente podem ser identificadas via análise do 
esfregaço vaginal (WESTWOOD, 2008).  
As modificações estruturais no epitélio vaginal durante o ciclo, são induzidas 
pela ação do estrogênio e da progesterona, assim sendo, a vagina pode ser 
comparada com um espelho  da função ovariana, refletindo desta forma, a 
atividade dos hormônios sexuais liberados pela gônada feminina. Portanto, as 
características qualitativas e quantitativas das células presentes no esfregaço 
vaginal, são sugestivas da fase do ciclo em que animal em estudo se encontra 
(PACCOLA et al., 2013). 
A fase de proestro (duração de 12-14 horas) corresponde a fase folicular do 
ciclo menstrual humano, esta fase é a pré-ovulatória, com altos níveis 
circulantes de 17- -estradiol e uma pequena elevação da prolactina, nesta 
etapa do ciclo, o epitélio vaginal, compreende de 9-12 camadas de células, 
tendo as mais maduras na superfície, é caracterizado por esfregaço vaginal 
com predominância de células arredondadas e nucleadas. O aumento de 17 -
estradiol estimula a liberação de GnRH e consequentemente a liberação de 
FSH e LH na circulação, estimulando a ovulação na fase de estro 
(HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005; MCLEAN et al., 2012). 
A próxima fase, o estro (25-27 horas), há a queda nos níveis de 17 -estradiol 
circulante e a prolactina por sua vez, é elevada. Seu esfregaço distingue-se 
pela presença de células irregulares e anucleadas cornificadas. Já na entrada 
da fase de metaestro (6-8 horas), coincide com uma contínua elevação da 
progesterona e corresponde ao início da fase lútea. A progesterona sérica 
começa a aumentar e há uma discreta elevação do 17- -estradiol em resposta 
a ativação do corpo lúteo. Nessa fase, a parede vaginal apresenta infiltrado de 
leucócitos na camada epitelial que já se encontra mais delgada, devido a uma 
queda nos níveis de estrogênio. Por fim, o diestro (55-57 horas), o corpo lúteo 
começa a reduzir a liberação de progesterona, o epitélio vaginal se apresenta 
na sua forma mais delgada, a partir deste ponto, a degeneração epitelial cessa, 
e este recomeça a crescer graças a mitose de suas células. Leucócitos 
predominam no esfregaço vaginal. (HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005; 
MCLEAN et al., 2012) (Figura 1). 
 Figura 1. Representação da variação hormonal ao longo do ciclo estral e a celularidade 
do esfregaço vaginal. Detalhes no texto; Adaptado de (MCLEAN et al., 2012). 
 
A  glândula mamária, apesar de ser uma glândula acessória do trato 
reprodutivo feminino (TALANTI; HOPSU, 1961), assim como os outros órgãos, 
também sofre modificações estruturais decorrentes das flutuações hormonais, 
que visam prepara-la para uma potencial lactação, processo que envolve 
proliferação, ramificação lateral e diferenciação, mas regride sempre que a 
gravidez não se estabelece, por meio da involução, processo que depende de 
apoptose das células epiteliais mamárias (ANDRES; STRANGE, 1999; 
STRANGE et al., 2007). 
1.4 A Glândula Mamária 
A glândula mamária (GM) é o órgão complexo que produz e secreta o leite, um 
importante composto lipídico e proteico que confere nutrição e defesa imune 
aos recém-nascidos. A produção do leite corresponde à uma estratégia de 
sobrevivência desenvolvida ao logo da evolução, o que permitiu a partir de 
então, um melhor crescimento, cuidado e desenvolvimento das proles, o que é 
uma característica única que distingue os mamíferos dos demais animais 
(KHOKHA; WERB, 2011; MACIAS; HINCK, 2012). 
Morfologicamente, a mama é constituída por dois principais compartimentos: o 
epitelial que dá origem ao sistema de ductos ramificados com botões terminais 
(TEBs), ou alvéolos nas extremidades, sendo este composto por células 
epiteliais que durante a embriogênese proliferam-se a partir da papila mamária 
e avançam sentido à camada de gordura adjacente. O segundo compartimento 
é o estromal, formado pelo tecido adiposo branco composto por adipócitos, 
além do infiltrado de células endoteliais vasculares, fibroblastos e células do 
sistema imune, responsáveis respectivamente, pela irrigação sanguínea, 
suporte estrutural e defesa imunológica (HENNIGHAUSEN; ROBINSON, 2001; 
INMAN et al., 2015; MACIAS; HINCK, 2012). 
Originada da ectoderme e mesoderme, a GM, tem parte do seu 
desenvolvimento durante o período embrionário, atingindo, no entanto, seu 
amadurecimento estrutural e funcional no período da lactação. Seu 
desenvolvimento pode ser dividido em discretas fases, iniciando pela fase 
embrionária, onde um pequeno brotamento se forma a partir da papila, 
presente na linha mamária (Figura 2).  (CHESNEL et al., 2017; COWIN; 
WYSOLMERSKI, 2010; MACIAS; HINCK, 2012). 
Após o nascimento, fase denominada pré-puberdade o recém-nascido possui 
apenas uma pequena ramificação. A progressão dessa pequena estrutura para 
uma grande árvore de ductos é reativada na puberdade, graças a ação dos 
hormônios sexuais que começam a ser produzidos nesse período -
estradiol (E2) e a progesterona. Vale destacar que mamíferos machos e fêmeas 
tem similar desenvolvimento mamário até a puberdade, quando seus 
hormônios específicos passam a regular e definir o dimorfismo sexual 
(COUSSENS; POLLARD, 2011; MACIAS; HINCK, 2012; NEED et al., 2014).  
Figura 2. Representação esquemática do desenvolvimento embrionário em 
camundongos. As placas mamárias presentes nas linhas mamárias se multiplicam em uma 
bola de células que adentram o mesênquima adjacente. A proteína relacionada ao hormônio 
paratireoidiano (PTHLH) liberada pelo epitélio estimula a expressão mesenquimal do receptor 
BMPR1A. A ligação da proteína mesenquimal BMP4 a esse receptor promove ativação de 
MSX2 que inibe a formação de folículos capilares na região de desenvolvimento da papila 
mamária. O epitélio mamário prolifera e se torna uma pequena e simples árvore mamária 
rudimentar, permanecendo assim até o nascimento (E11.5 e E15.5  dia embrionário); 
(Baseado em Macias; Hink, 2013). 
 
No período da puberdade, há o início dos ciclos ovarianos e sua respectiva 
produção e oscilação hormonal, e com o estímulo destes hormônios, surgem 
as estruturas proliferativas denominados botões terminais (TEBs), estes 
possuem alta atividade de proliferação. Dentre os hormônios ovarianos com 
atividade mamária, se encontra o estrogênio que induz a elongação dos ductos 
mamários, ativando os TEBs e a progesterona responsável pela ramificação e 
crescimento lateral da glândula ativando os terminais alveolares, estruturas que 
se formam na lateral dos ductos (BRISKEN; ATACA, 2015; CHUA et al., 2010).  
Durante a gravidez o epitélio prolifera rapidamente em resposta a um novo e 
contínuo aumento dos níveis desses hormônios, associados à prolactina. 
Nesse período, ocorre o desenvolvimento dos alvéolos, constituídos de células 
secretórias, responsáveis pela produção do leite. É durante a fase da lactação 
que esse órgão alcança seu ápice de desenvolvimento, onde as células 
alveolares secretam para o lúmen alveolar, e por meio de uma cascata 
hormonal estimulada pela sucção da papila, as células mioepiteliais que 
circundam o alvéolo comprimem os ductos até que o leite seja expelido para o 
meio externo (INMAN et al., 2015). A GM tende a permanecer em seu estado 
maduro enquanto houver estímulo de amamentação. Entretanto, quando esse 
estímulo é interrompido (desmame), 
denominada involução (2 dias após o desmame), onde as células do epitélio 
mamário desenvolvido entram em processo de apoptose, e o espaço deixado 
pelas mesmas é substituído por pré-adipócitos que proliferam em novos 
adipócitos (LUND et al., 1996; YU; VERHEYEN; ZENG, 2016) (Figura 3). 
Figura 3. Desenvolvimento mamário após o nascimento. Diversas mudanças ocorrem na 
glândula mamária ao longo do seu desenvolvimento pós nascimento. Com estímulo hormonal 
na puberdade o epitélio ductal prolifera ao longo do tecido adiposo. No animal adulto nulíparo, 
a GM possui ramificações laterais que se expandem no compartimento estromal. Na gravidez e 
lactação essas ramificações proliferam e se desenvolvem em lóbulos e após o desmame 
tendem a involuir (Baseado em Macias; Hink, 2013). 
A GM de um indivíduo adulto do sexo feminino não grávido, sofre modificações 
moleculares e estruturais ao longo dos ciclos ovarianos, envolvendo frequentes 
e curtas etapas de desenvolvimento e regressão (HODSON et al., 2013). A 
relação entre a fase do ciclo ovariano e os vários estágios de desenvolvimento 
da GM apresenta uma abordagem comum em diversos mamíferos (CHANDRA; 
CLINE; ADLER, 2010), mesmo que as mudanças morfológicas, composição e 
complexidade observadas não sejam uniformes entre as espécies (KHOKHA; 
WERB, 2011). 
Exemplos de diferenças entre mamíferos podem ser observadas na GM canina 
que alcança total diferenciação lobuloalveolar secretória mesmo não estando 
no período gestacional, isso ocorre durante a fase lútea do ciclo ovariano, que 
nesses animais é mais prolongada, devido a longa persistência do corpo lúteo. 
Diferente dos primatas com seus ciclos mensais (CHANDRA; CLINE; ADLER, 
2010) ou mesmo roedores cujos ciclos giram em torno de 4-5 dias (HVID et al., 
2012). Em mulheres a total diferenciação pode levar muitos anos após a 
puberdade, e em alguns casos, sem uma gravidez supervisionada, tal evento 
não se dá por completo (RUSSO; RUSSO, 2004). 
A ação dos hormônios sobre a GM se dá desde as fases iniciais de sua 
formação, ainda no embrião, onde o PTHLH, responsável pela formação da 
papila mamária e manutenção do mesênquima, o que permite a formação do 
sistema ductal rudimentar. O hormônio do crescimento (GH) é essencial para o 
desenvolvimento mamário, entretanto indiretamente, já que a maior parte da 
sua ação é estimular as células do estroma a produzirem fator de crescimento 
semelhante a insulina-1 (IGF-1) (MACIAS; HINCK, 2012).  
O estrogênio tem importância crítica na puberdade, pois junto da IGF-1, regula 
a morfogênese dos ductos e sua elongação, por meio da estimulação da 
liberação da anfiregulina (AREG) via ativação do receptor de estrogênio 1 
(ESR1) intracelular (PAINE; LEWIS, 2017), que por sua vez estimula o estroma 
a liberar fatores de crescimento. A progesterona é responsável pela expansão 
por ramificação lateral e pela alveologênese, por meio de diversas vias, 
incluindo ativação do receptor ativador do ligante de NFKB1 (RANKL), isso se 
dá pela ligação desse hormônio ovariano ao seu receptor intracelular PGR1B, 
com consequente ativação de uma cascata de sinalização (BRISKEN; ATACA, 
2015; MACIAS; HINCK, 2012).  
A prolactina, é o principal hormônio envolvido na competência de lactação da 
mama, mas também tem função na alveologênese, e em sinergismo com a 
sinalização da progesterona via ativação do seu receptor de membrana PRLR 
participa da cascata de sinais intracelulares que ativam NFKB induzindo a  
lactogênese (produção do leite) (MACIAS; HINCK, 2012). Outros hormônios 
também participam ao longo do desenvolvimento, como leptina, testosterona, 
cortisol e hormônio tireoidiano T3 (BRISKEN; ATACA, 2015; CAPUCO; 
CONNOR; WOOD, 2008). 
Para o normal crescimento e desenvolvimento da função, a GM depende 
principalmente de um equilíbrio entre processos celulares como proliferação e 
apoptose. Desregulações das características celulares e da homeostase da 
função celular tendem a predispor os animais a patologias e/ou funcionamento 
anormal das glândulas mamárias (SAPOUCKEY et al., 2018). 
1.5 Patologias e Modelos de Estudo 
As patologias mamárias são resultado de alterações bioquímicas e moleculares 
que culminam em perda das características normais do tecido, assim como, 
das suas funções. No microambiente da mama, proteínas celulares, lipídios e 
DNA estão sujeitos a sofrerem mutações quando expostos a fatores 
desreguladores oriundos do meio endógeno ou exógeno (LITHGOW, 2005). 
Fisiologicamente em diversos tipos de tecido, as células por meio de 
metabolismo aeróbico produzem substâncias chamadas espécies reativas de 
oxigênio (EROs). Assim como em outros tecidos, na GM níveis normais de 
EROs são importantes para a homeostase, fazendo parte da regulação na 
proliferação e migração celular, remodelamento e principalmente na involução 
(BARATTA et al., 2018).  
Contudo, um excesso de EROs e a ausência ou deficiência de agentes 
antioxidantes causados por um desbalanço na produção dos mesmos, tende a 
desencadear um evento conhecido como estresse oxidativo (BARATTA et al., 
2018; ESLAMI et al., 2015). Essa perturbação da homeostase celular leva a 
danos no DNA, proteínas e lipídios, induzindo as células à morte celular 
programada (apoptose), à necrose e inflamação, ou à mutações de caráter 
proliferativo, fatores estes, que são observados em diversas patologias 
(LITHGOW, 2005; SYAM et al., 2017). 
Dentre as principais patologias que afetam as glândulas mamárias se 
encontram ectasia de ducto, onde ocorrem inflamações e dilatação dos ductos, 
mastites agudas, necrose gordurosa, alterações fibrocísticas, fibroadenomas, 
papiloma intraductal, cicatrização radial, doenças proliferativas mamárias como 
carcinoma de ducto e carcinomas invasivos, entre outros (CARTON, 2012). 
O câncer de mama está entre os principais responsáveis por mortes 
relacionadas a câncer no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). É 
a forma de câncer mais comum em mulheres, sendo a segunda maior causa de 
morte por câncer nos indivíduos do gênero na América (OSBORNE; RUDEL; 
SCHWARZMAN, 2015). Existe grande preocupação com os fatores de risco 
relacionados às doenças da mama, incluindo drogas, dieta, problemas 
genéticos, exposição ambiental a contaminantes, exposição ao longo da vida a 
estrogênios endógenos e compostos estrogênicos , sendo estes as principais 
causas/fatores de risco de câncer de mama em mulheres (DAVIS; FENTON, 
2013a). 
Embora existam diferenças biológicas e no desenvolvimento entre animais e 
humanos, o uso de modelos animais para avaliação da ação de compostos 
químicos na GM, tem sido necessário e mostrou-se um importante avanço que 
auxilia no entendimento da biologia e resposta tecidual à injúria e câncer. 
Como exemplos de modelos temos os espontâneos, camundongos CD1, ratos 
CD1, Sprague-Dawley, Fisher ou Wistar. Existem também os modelos de 
engenharia genética, onde camundongos são modificados para 
superexpressarem ou não expressarem determinados genes relacionados à 
ativação da carcinogênese e/ou sua modulação e ainda existem os modelos de 
carcinogênese química, que explora a susceptibilidade das espécies de 
animais, induzindo-os ao câncer com agentes químicos como os 
desreguladores endócrinos (DAVIS; FENTON, 2013b). 
 
1.6 Desreguladores endócrinos 
O desenfreado desenvolvimento químico-industrial, foi responsável pela 
geração de inúmeros compostos ao longo dos anos, com o intuito de beneficiar 
e contribuir para o desenvolvimento humano (KHETAN, 2014). Por outro lado, 
apesar dos benefícios e retorno financeiro, algumas dessas substâncias 
utilizadas em larga escala e sem um controle de contenção adequado, podem 
trazer prejuízos ao meio ambiente e à saúde humana por meio da sua 
liberação e exposição inadequada nos ecossistemas (MENG; LIN; LIU, 2009). 
O conjunto de moléculas, denominados desreguladores endócrinos (EDC), 
como sugere o nome, são compostos químicos cujos efeitos principais de sua 
exposição são alterações na ação normal do sistema endócrino (MACON; 
FENTON, 2013). Eles alteram a função do sistema, causando 
consequentemente, efeitos adversos à saúde de um organismo, sua prole ou 
subpopulações, até então intactos (HEINDEL et al., 2012). São altamente 
heterogêneos e abrangem drogas sintéticas, pesticidas, produtos de consumo, 
compostos utilizados no setor industrial, subprodutos e poluentes das 
indústrias, incluindo alguns metais, e até mesmo substâncias naturais como 
fitoestrogênios, dentre outros (MANSERVISI et al., 2015). 
Esses compostos podem agir diretamente sobre os receptores hormonais, 
mimetizando hormônios ou antagonizando seus efeitos, independentemente de 
possuírem potência equivalente ou não. Outros tem ação direta sobre os 
conjuntos proteicos responsáveis pelo transporte dos hormônios até seus alvos 
finais. Sua afinidade pode não ser específica, ou seja, pode ter capacidade de 
interagir com diferentes tipos de receptores, alterando desta forma vários eixos 
do organismo (HEINDEL et al., 2012). Podem se ligar a receptores nucleares, 
receptores não nucleares de esteroides como o receptor de estrogênio (ER), 
receptores não esteroides, como receptores de neurotransmissores, de 
serotonina, noradrenérgicos e receptores órfãos (DE COSTER; VAN 
LAREBEKE, 2012). 
Alguns exemplos destes compostos são os bisfenóis, como o bisfenol A (BPA) 
usado na confecção de policarbonatos plásticos e resinas, conhecido por ter 
afinidade e ativar o ER, sendo ligado a casos de câncer (HINDMAN et al., 
2017). Alquilfenóis, como o nonilfenol usado como surfactante, tem ação 
negativa sobre  desenvolvimento mamário (CHAMARD-JOVENIN et al., 2017). 
O 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina TCDD, oriundo de resíduos da produção 
de clorofenóis, apresenta prejuízos no metabolismo da glicose (ALONSO-
MAGDALENA; QUESADA; NADAL, 2011). Organoestânicos, são 
organometálicos com grande uso na indústria, como na produção plásticos, 
pesticidas, estabilizadores e tintas, conhecidos por ter capacidade de 
desregular eixos endócrinos, inclusive o eixo reprodutivo em vertebrados (DE 
ARAÚJO et al., 2018a) e invertebrados (COSTA et al., 2017). 
 1.7 Organoestânicos 
Sir Edward Frankland (1825-1899), realizou os primeiros estudos sistemáticos 
sobre os compostos organoestânicos (OTs), com os quais sintetizou diiodeto 
de dietilestanho e tetraetilestanho, respectivamente nos anos 1853 e 1859. 
Graças a outras investigações que se seguiram, até os anos 2000, mais de 800 
tipos de organoestânicos já eram conhecidos, sendo a maioria de origem 
antropogênica, excluindo-se apenas os metilestanhos, (HOCH, 2001) que 
podem ser gerados por bactérias pelo processo conhecido como biometilação 
(HALLAS; MEANS; COONEY, 1982). 
São denominados, OTs, todos aqueles compostos que possuem pelo menos 
uma ligação entre estanho e carbono, pertencendo por sua vez o segundo 
elemento, a um grupo orgânico. A química orgânica do estanho é restringida 
até o estado de oxidação +4. (NICHOLSON, 1989). Compostos mono e 
diorganoestânicos tinham seu uso direcionado a estabilização de cloreto de 
polivinila (PVC), revestimentos de vidros e catalisação de reações químicas. Os 
compostos triorganoestânicos foram largamente utilizados na composição de 
biocidas e pesticidas, e por final os tetraorganoestânicos foram usados como 
intermediários na indústria química (APPEL, 2004). Sua produção chegou a 
alcançar 60.000 toneladas anuais, suprindo a demanda de suas aplicações na 
agricultura, indústria e biomedicinais, chegando a ser, alguns de seus 
compostos, candidatos a quimioterápicos (NATH, 2008). 
Em 1950, cientistas holandeses determinaram a atividade biocida dos 
compostos triorganoestânicos. Notou-se que diferentes tipos de 
triorganoestânicos afetavam diferentes organismos, e dentre estes compostos, 
destacou-se o tributilestanho (TBT), sendo considerado o mais tóxico, tendo 
grande ação contra bactérias Gram-positivas, fungos e uma considerável gama 
de organismos do meio aquático, esse evento intensificou a produção e 
utilização desses compostos nesse período (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 1990). O TBT foi considerado o componente anti-incrustante 
ideal para embarcações, devido a sua efetividade e longa duração, prevenindo 
desta forma o alto custo com manutenção e tempo de docagem, fazendo com 
que a indústria de anti-incrustantes faturasse cerca de 3 bilhões de euros 
anualmente (SOUSA et al., 2014). 
Na França, entre os anos de 1975 e 1982, um considerável prejuízo na 
reprodução de ostras devido a anomalias envolvendo processos de calcificação 
em ostras geraram grande perda econômica, estando essa, entre as primeiras 
evidências de dano ambiental causado pela liberação de organoestânicos 
provenientes de tintas anti-incrustantes (SONAK, 2009). Com o passar dos 
anos ocorrências similares se deram em outros países, chamando a atenção 
de pesquisadores que começaram a reproduzir esses eventos em laboratório, 
onde observou-se redução na população de moluscos (BEAUMONT; BUDD, 
1984; GIBBS; BRYAN, 1986), crustáceos (MEADOR, 1986), de microalgas 
(BEAUMONT; NEWMAN, 1986), e deficiência no crescimento  de mexilhões 
(SALAZAR; SALAZAR, 1991).  
Um dos mais importantes eventos já documentados, a observação do 
aparecimento de estrutura similar ao órgão masculino em fêmeas do molusco 
Nucella lapillus (BLABER, 1970). O grupo dos OTs, chegou a ser classificado 
como o terceiro poluente ambiental mais importante, aumentando assim a 
preocupação com sua bioacumulação no ecossistema e consequentemente no 
seu papel de contaminante na cadeia trófica, podendo atingir a espécie 
humana (NATH, 2008). 
A sensibilização frente ao indesejado impacto causado pelo TBT, levou à 
proibição da utilização de tintas contendo esse composto em embarcações de 
pequeno porte em diversos países (KONSTANTINOU; ALBANIS, 2004). EM 
2001, a Antifouling Systems Convention  pela International 
Maritime Organization (IMO) com o intuito de banir a aplicação do TBT em 
todas as formas de embarcações após janeiro de 2003, e determinar sua não 
existência na composição dos revestimentos ativos após janeiro de 2008 
(COMISSÃO DAS COMUNIDADES EUROPÉIAS, 2002; INTERNATIONAL 
MARITIME ORGANIZATION, 2001). A adesão à convenção só se tornou 
internacional após setembro de 2008, com cerca de 25 estados, representando 
pelo menos 25 % da frota mercante mundial (DAFFORN; LEWIS; JOHNSTON, 
2011). 
O Brasil foi um dos membros signatários da Convenção, e visando se adequar 
às exigências normativas, no ano de 2007, por meio da portaria 23 das Normas 
da Autoridade Marítima, homologou a proibição do uso de tintas anti-
incrustantes (DIRETORIA DE PORTOS E COSTAS, 2007). Além dessa 
normativa, por meio da resolução do CONAMA nº 357 de 2005, foram 
estabelecidas as concentrações máximas de 10 ng L-1 de TBT para águas 
doces do classe I, 63 ng L-1 para águas doces de classe II, 370 ng L-1 para 
águas salinas de classe I e 2000 ng L-1 para águas salinas de classe II 
(CONAMA, 2005). E em 2012, por meio da resolução CONAMA nº 454, 
estabeleceu-se as concentrações máximas de TBT referentes aos sedimentos 
de águas doces (100 µg Kg-1) e de águas salinas e salobras (1000 µg Kg-1) 
(CONAMA, 2012). 
Contudo, apesar de importantes essas restrições, as mesmas não apresentam 
efeito imediato na remoção do TBT, visto que esses compostos ficam retidos 
nos sedimentos marinhos, e lá permanecem. Além disso, mesmo com o 
banimento do uso do TBT pelos países associados à IMO, sua produção e 
utilização tendem a continuar normalmente, sobretudo em países em 
desenvolvimento e naqueles que não aderiram ao IMO (ANTIZAR-LADISLAO, 
2008).  
Anos após a proibição do uso de tintas contendo OTs em embarcações de 
pequeno porte, investigações ainda demonstram que há contaminação com 
altas concentrações de TBT em sedimentos de pequenos portos e na água de 
lavagem dos cascos na Suécia e Finlândia, sendo as embarcações de lazer 
uma das principais fontes de liberação no meio ambiente (EKLUND et al., 
2009; EKLUND; ELFSTROM; BORG, 2008; LAGERSTRÖM et al., 2017).  A 
detecção de estanho foi usada no rastreamento de OTs em rampas e 
embarcações abandonadas na Grécia, Malta e Inglaterra, indicando que 
mesmo com a legislação vigente muitos donos de barcos decidiram não 
remover o revestimento com as substâncias proibidas, ou fizeram uma 
incorreta selagem das mesmas (TURNER et al., 2015). Na América do Sul, 
países como Argentina (DEL BRIO et al., 2016), Brasil (PETRACCO et al., 
2015), Chile (BATISTA; CASTRO; FILLMANN, 2016; MATTOS et al., 2017), 
Equador (GRIMÓN et al., 2016), Peru (CASTRO; FILLMANN, 2012) e 
Venezuela (PAZ-VILLARRAGA et al., 2015) ainda continuam a produzir e 
utilizar o TBT. 
A produção de tintas com TBT ainda existe mesmo em países desenvolvidos e 
signatários da convenção, como os Estados Unidos, onde pelo site Sea Hawk 
Paints: https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus-harder/ (Figura 
4) é possível comprar tintas tendo como base o tributilestanho. 
 
Figura 4. Captura de tela mostrando anúncio de venda de tintas a base de TBT. Disponível 
em: https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus-harder/ Acessado em: 18/12/2018. 
No Brasil pode-se ter acesso livre ao cloreto de tributilestanho (TBTCl) como 
observado no site: https://2122-br.all.biz/o-cloreto-de-tri-butil-estanho-tbtcl-
cesbra-g3678 (Figura 5), onde há até mesmo a indicação de utilização para 
confecção de tintas anti-incrustantes, não estando ao menos presente alguma 
informação quanto a periculosidade à saúde e ao meio ambiente. (CESBRA 
QUÍMICA, 2018). Isso permite por exemplo, que amadores tenham acesso a 
esse tipo de produto e o utilizem de forma discriminada, como a exemplo de 
alguns pescadores e proprietários de estaleiros menores e de marinas 
particulares. 
 
Figura 5. Captura de tela mostrando anúncio de venda de TBTCl no site CESBRA. 
Disponível em: https://2122-br.all.biz/o-cloreto-de-tri-butil-estanho-tbtcl-cesbra-g3678. 
Acessado em: 18/12/2018. 
Importantes estudos brasileiros mostram áreas de contaminação por OTs ao 
longo da costa do país, como na baía de Guanabara no Rio de Janeiro, onde 
observou-se imposex em gastrópodes, evento usado como importante 
indicador de contaminação por OTs (LIMAVERDE et al., 2007), na baía de 
Todos os Santos, Bahia, detectou-se grandes quantidades de TBT no 
sedimento e em mexilhões (BORGES et al., 2013). No Espírito Santo estudos 
mostraram imposex em fêmeas de gastrópodes das espécies Thais deltoidea, 
Leucozonia nassa, Leucozonia ocellata, além de malformações no aparelho 
reprodutor masculino em machos das duas últimas espécies, corroborando 
com os altos níveis de OTs na baía de Vitória (COSTA et al., 2008, 2014, 
2017). 
Devido ao seu poder biocumulativo, o TBT e os produtos da sua degradação 
acabam contaminando peixes, lulas, moluscos, e até os predadores de topo de 
cadeia, como golfinhos, focas, baleias, pássaros que se alimentam de peixes 
(SONAK et al., 2009) e espécies de plantas e espécies marinhas que fazem 
parte da dieta humana, como ostras, salmão de viveiro, mexilhões e algas 
marinhas (OLIVEIRA; SANTELLI, 2010). Apesar da ingestão de frutos do mar 
contaminados ser a fonte mais importante de contaminação, existem outras 
formas de exposição aos OTs, como ingestão de resíduos do solo/sedimentos 
contaminados, absorção dérmica e inalação (ESFA, 2004). Um estudo no 
Japão reportou que o consumo diário de TBT no país no ano de 1995 estava 
entre 2,2 a 6,9 µg, e o valor estimado de consumo por humanos via ingestão de 
alimentos de origem marinha no mundo estava entre 0.18 a 2.6 µg/dia/pessoa 
(KOTAKE, 2012). A European Food Safety Authority (ESFA), estabeleceu um 
Tolerable 
Daily Intake) equivalente a 250 ng/Kg de peso corporal (RANTAKOKKO et al., 
2013). 
Contudo, trabalhos científicos realizados pelo nosso grupo demonstram que 
concentrações menores que esse valor tem poder suficiente para causar danos 
a diversos à reprodução e metabolismo. Como no trabalho de Podratz et al. 
(2012) onde observou-se alterações no ciclo estral de ratas Wistar tratadas 
com 100 ng/Kg/ por 15 dias, bem como perturbação dos níveis hormonais 
como estrogênio e progesterona, peso ovariano, além de alterar o número de 
corpos lúteos e de folículos atrésicos. Bertuloso et al. (2015) demonstraram 
maior ganho de peso, adiposidade aumentada, inflamação do tecido adiposo, 
perturbação do controle metabólico envolvendo a interligação entre fígado, 
pâncreas e tecido adiposo (100 ng/Kg/15 dias), Coutinho et al. (2016) 
observaram inflamação, estresse oxidativo e consequente disfunção renal em 
ratas Wistar(100 ng/Kg/15 dias), Merlo et al. (2016) observaram desregulações 
do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, envolvendo aumento de iNOS 
hipotalâmica, estresse oxidativo e inflamação e deposição lipídica e de 
colágeno aumentada (100 ng/Kg/15 e 30 dias), Sena et al. (2017) identificaram 
anormalidades no eixo hipotálamo-hipófise-gônada, por meio da desregulação 
da sinalização de kisspeptina, redução na expressão de GnRH, alteração nos 
níveis de LH, e da fertilidade (100 ng/Kg/15 dias) (SENA et al., 2017) de Araújo 
et al. (2018) reportaram prejuízo na função ovariana, via desregulação de 
PPAR , C/EBP  e Lipina-1 e deposição lipídica neste órgão (DE ARAÚJO et 
al., 2018b). 
Outros grupos também demonstraram os efeitos nocivos dos organoestânicos 
sobre mamíferos, onde observou-se que o TBT (15 mg/Kg/30 dias) e TPT (6 e 
12 mg/Kg/30 dias) modificaram o peso dos órgãos reprodutivos de ratos Wistar 
e produção de testosterona (GROTE et al., 2004). A exposição pré-natal ao 
TBT (5,43 nM, 54,2 nM e 542 nM) aumentou os pesos do tecido adiposo, bem 
como o número de adipócitos e seu tamanho, acumulação lipídica hepática, e 
alteração gênica favorável ao acúmulo de lipídios no fígado, ao longo de três 
gerações, em estudo transgeracional realizado com camundongos fêmeas 
C57BL/6J, (CHAMORRO-GARCÍA et al., 2013a), e TBT (0,5, 5 e 50 µg/Kg/ 45 
dias) promoveu aumento de peso, níveis de glicose, insulina e adiponectina em 
jejum, seguido de redução dos níveis de glucagon circulante, inibiu a expressão 
dos componentes da sinalização do receptor de insulina (IR) na musculatura 
esquelética e no fígado de camundongos (LI et al., 2017). 
Há pouca informação científica sobre o efeito dos OTs na GM, e os trabalhos 
que a possuem, não têm como foco principal este órgão (Tabela 2), sendo até 
então descrito in vivo, a elevação na deposição lipídica no tecido mamário de 
fêmeas de camundongos C57BL/6J expostas ao TBT nas concentrações 0,05 
e 0,5 mg/Kg de peso corporal (GRÜN et al., 2006), e in vitro, TBT e 
Trifenilestanho (TPT), mostraram toxicidade em diferentes concentrações em 
culturas de células MCF-7 e MDA-MB-231 (HUNAKOVA et al., 2016) e TBTCl 
em concentrações menores que os níveis fisiológicos em humanos, apresentou 
aromatase em cultura de células MCF-7 (SHARAN; NIKHIL; ROY, 2013). 
 Este trabalho, portanto, foi desenvolvido com o intuito de investigar os efeitos 
da exposição ao desregulador endócrino TBT sobre as glândulas e tecido 
adiposo mamário de ratas Wistar, levantando desta forma, novas questões a 
respeito da atividade deste contaminante ambiental no organismo de 
mamíferos. 
  
2.0 JUSTIFICATIVA 
A exposição aos contaminantes ambientais como os desreguladores 
endócrinos é uma realidade nos tempos atuais, visto que existem inúmeras 
fontes que os levam ao meio ambiente e ao contato com os seres vivos nele 
inseridos. Como exemplo de fontes, temos as atividades marítimas, industriais 
e a agricultura não sustentável, onde aditivos, estabilizantes, conservantes, 
agrotóxicos e outros são frequentemente produzidos, utilizados e descartados 
inadequadamente. 
Estudos têm demonstrado os efeitos negativos e nocivos de diversos 
compostos, como os OTs. Estes dentre outros efeitos, tem a capacidade de 
induzir a obesogênese e a desregulação endócrina, levando a prejuízos 
reprodutivos e metabólicos, como infertilidade, síndrome do ovário policístico 
(PCOS), obesidade, e síndrome metabólica. 
Graças ao seu poder de desregulador endócrino, os OTs prejudicam na 
morfologia e função dos órgãos reprodutivos e dos demais que são 
dependentes de atividade hormonal, tanto para seu desenvolvimento quanto 
para desempenhar suas atividades. A GM, como os demais órgãos do trato 
reprodutivo feminino, é dependente de atividade hormonal desde a sua 
formação na fase embrionária até na fase adulta, quando após a gravidez tem 
de desempenhar a função de produzir o leite e consequentemente nutrir e 
proteger os recém-nascidos dos mamíferos de forma geral. 
Por serem hormônio-dependentes as GMs são alvos de complicações 
envolvendo alterações na produção e ação hormonal. Dentre as complicações 
estão as doenças que podem ser desde atrofias, eventos fibróticos até eventos 
neoplásicos, onde se enquadra o câncer, estando o de mama entre as doenças 
que mais levam a óbito no mundo. 
Nesse contexto, após pesquisas realizadas, pouco foi observado na literatura 
sobre a ação dos organoestânicos como o TBT na glândula mamária, sendo 
inclusive, a maioria das informações levantadas feitas em estudos in vitro. 
Sabendo-se da potencial ação obesogênica e inflamatória do TBT sobre outros 
órgãos do trato reprodutivo, a hipótese é que a exposição deste composto em 
ratas leve a alterações de caráter inflamatório, obesogênico e atrófico na 
glândula mamária. 
3.0 OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GERAL 
Investigar o possível efeito tóxico da exposição ao desregulador endócrino 
tributilestanho em glândulas mamárias de ratas Wistar. 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
I. Validar os efeitos da exposição ao TBT. 
 
II. Avaliar morfologia e alterações morfométricas. 
 
III. Analisar o perfil inflamatório mamário. 
 
IV. Avaliação do estresse oxidativo mamário. 
 
V. Avaliação do remodelamento tecidual/fibrose mamário. 
 
VI. Determinação de expressão proteica por western blot visando 
complementar dados indicativos de inflamação, estresse oxidativo, 
fibrose e obesogênese.  
4.0  MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Animais. 
Foram utilizadas 20 ratas Wistar com 3 meses de idade, alocadas em gaiolas 
adequadas com umidade (entre 40-60 %) (BRASIL, 2013) e luminosidade 
controladas, sob um ciclo de claro/escudo 12/12h com acesso à dieta ad 
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais da UFES (CEUA  50/2017). Os animais 
foram divididos em: (a) sham-gavagem (CON, tratamento via gavagem com 
solução veículo de etanol 0.4 %); (b) TBT100 (TBT100, tratamento via 
gavagem com solução de tributilestanho, 100 ng/Kg, Sigma St. Louis, MO, em 
solução etanólica 0.4 %, durante 15 dias); 
4.2 Análise do ciclo estral. 
Foi realizada a coleta de lavado vaginal durante os 15 dias de tratamento com 
tributilestanho a fim de acompanhar as fases do ciclo estral (SENA et al., 2017) 
e confirmar a alteração do mesmo no grupo TBT. As ratas foram eutanasiadas 
por decapitação sem anestesia (DALPIAZ et al., 2013), pois era de interesse 
realizar a dosagem de hormônios e citocinas das mesmas, e visto que a 
literatura apresenta divergência quanto a alterações referentes ao uso de 
cetamina e xilazina (FOX, 2015; GOULD, 2008; SAHA et al., 2005) optamos 
por este tipo de eutanásia.  
A eutanásia foi realizada na fase de estro, fase esta, que a maioria das ratas se 
encontrava ao fim do tratamento, padronizando desta forma, uma única fase do 
ciclo estral, evitando o viés da diferença de níveis hormonais (caso 
eutanasiados em diferentes fases) entre os animais o que poderia implicar na 
morfologia e outros parâmetros analisados neste estudo, e evitando também 
que os animais ficassem muito tempo sem a exposição contínua ao TBT. 
4.3 Análise histológica, morfometria e histoquímica. 
4.3.1 Preparação e análise de whole mount. 
As glândulas mamárias do 4º par do lado direito foram dissecadas e dispostas 
de forma esticadas em lâminas de vidro com dimensões de 50 x 76 mm, onde 
ficaram à temperatura ambiente por 30 minutos. Após isso foram alocadas em 
esse tempo as glândulas foram lavadas em álcool 70 % por 15 minutos e 
hidratas ao longo de banhos seriados de solução alcoólica em concentração 
decrescente, finalizando com água destilada (5 minutos cada banho). As 
lâminas contendo as glândulas foram então imersas em outra cuba de vidro 
contendo o corante carmine, onde ficaram em processo de coloração overnight. 
Após a completa coloração (quando se observou as ramificações de ductos e 
os linfonodos corados), o tecido mamário foi desidratado em banhos de 
concentrações crescentes de soluções alcoólicas. As mamas foram dispostas 
em outra cuba contendo xilol onde foram diafanizadas até total remoção da 
gordura tecidual. Após esse processo, as lâminas foram armazenadas em 
cubas contendo salicilato de metila (DE ASSIS et al., 2010; PLANTE; 
STEWART; LAIRD, 2011). 
As glândulas mamárias coradas foram analisadas em microscópio óptico, em 
objetiva de 4 vezes. Delineou-se 3 regiões distintas em cada glândula, sendo 
elas, área próxima da papila mamária, área central e área distal (próxima da 
camada gordurosa). Dentro de cada uma destas regiões, cinco campos foram 
analisados onde o número de TEBs, terminais alveolares 1 (AB1) e 2 (AB2) e 
lóbulos (L) foram contados. Foi aplicado às contagens de AB1, AB2 e L um 
escore de 0-5, o qual foi utilizado para obtenção do grau de diferenciação DF1 
(AB1 + AB2 + L) e DF2 (L / AB1 + AB2), quanto maior a razão L / ABs, mais 
diferenciada se encontra a glândula mamária (MONSEFI et al., 2015). 
4.3.2 Histomorfometria da GM e do tecido adiposo mamário. 
As glândulas mamárias do 4º par do lado esquerdo foram dissecadas e 
imersas em fixador e embebidos em paraplast a 60 ºC (Sigma). Após isso, 
foram feitas secções de 5 µm de espessura e corados com hematoxilina e 
eosina (H&E) para análises histopatológicas. Sendo que os protocolos de 
coloração estavam de acordo com (BERTULOSO et al., 2015). A avaliação e 
imagens foram obtidas na câmera Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD 
Leica Microsystems). 
Um total de 20 micrografias foram obtidas por animal sob a objetiva de 40x e 
realizou-se a contagem de adipócitos pela área das imagens. Mediu-se o 
diâmetro dos adipócitos utilizando o software FIJI (ImageJ), sendo utilizado 
como valor representativo, a média dos diâmetros dos adipócitos de menor e 
de maior tamanho observados nas fotos (total de 60 células por animal), os 
valores foram expressos em µm2. 
4.3.3 Contagem de mastócitos. 
Cortes histológicos foram corados pelo método de Alcian Blue. Em microscópio 
óptico, foram contados mastócitos por campo, sendo contados separadamente 
mastócitos em contato com os ductos mamários e os presentes no tecido 
adiposo mamário. Ao todo de cada corte foram contados 20 campos para 
ductos e 20 campos para tecido adiposo. As contagens realizadas e imagens 
obtidas por meio da câmera Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD Leica 
Microsystems). 
4.3.4 Depósito de colágeno. 
Dois cortes de cada animal foram obtidos e depositados em lâminas de vidro, 
sendo posteriormente corados com Picrosirius Red para identificação e 
morfometria de fibras colágenas (área µm/campo). As análises foram 
realizadas em programa FIJI versão 3.7.3 (ImageJ 2018). Ao todo, 20 campos 
de cada lâmina foram fotografados e utilizados para quantificação. As imagens 
foram obtidas na câmera Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD Leica 
Microsystems). 
4.4 Avaliação de triglicerídeo do tecido mamário. 
Amostras de tecido mamário foram homogeneizados em salina, na proporção 
de 1:4 (g/mL) e o conteúdo de triglicerídeos foi determinado por colorimetria 
(Bioclin, GM, Brasil) (LIMA et al., 2012). 
4.5 Processamento das amostras para dosagem de MPO e NAG. 
Em torno de 100 mg de tecido mamário foi pesado e processado com 
homogeneizador de tecidos em buffer 1 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02M e 
Na2EDTA 0,015 M), centrifugados a 9000 G por 10 minutos. O sobrenadante 
foi descartado e fez-se a ressuspensão do pellet com soluções geladas de 
NaCl 0,2 % e NaCl 1,6 % + 5 % de glicose. Homogeneizou-se as amostras e 
foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 9000 G. Novamente o 
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em buffer 2, contendo 
Na3PO4 e Brometo de Hexa-1,6-bisdeciltrimetilamônio 0,5 % p/v) (HETAB, 
importante detergente iônico que ajuda na solubilização e extração da MPO). 
As amostras foram homogeneizadas e divididas em duas partes iguais, sendo 
uma destinada à realização do ensaio de NAG e a outra para o ensaio do 
MPO. 
4.6 Avaliação da atividade de MPO (Mieloperoxidase)  Presença de 
neutrófilos. 
Após a divisão do homogenato, a amostra destinada à dosagem do MPO foi 
congelada e descongelada em freezer -80 por três vezes e centrifugadas por 
15 minutos a 9000 G a 4ºC. Após o processamento da amostra, em uma placa 
de microtitulação de 96 poços pipetou-se em duplicata 25 µL ddo substrato 
TMB (tetrametilbenzidina) diluído em DMSO (dimetil sulfóxido), (Sigma-Aldrich, 
StLoius, USA), seguido de incubação por 5 minutos a 37ºC. Por seguinte 
adicionou-se 100 µL de H2O2 a 0,002 % e incubou-se novamente a 37 ºC por 5 
minutos. Após a incubação, paralisou-se a reação com 100 µL de H2SO4. Após 
a interrupção da reação, foi feita a leitura da absorbância em 450 nm. A média 
dos valores da duplicata foi usada para determinação da atividade da enzima 
de interesse. 
4.7 Avaliação da atividade de NAG (N-acetil- -D-glicosaminidase)  
Presença de macrófagos.  
A avaliação da infiltração tecidual por macrófagos foi realizada com a outra 
parte do homogenato processado anteriormente. Inicialmente acresceu-se 
salina 0,9 % contendo Triton X-100 0,1 % vol/vol (Promega) e depois 
centrifugou-se po 10 minutos a 1400 G à temperatura de 4ºC. Após 
processamento da amostra, 100 µL das amostras foram plaqueadas em 
duplicata para placa de microtitulação de 96 poços, foi adicionado 100 µL do 
substrato P-nitrofenil-Nacetil- -D-glicosaminida (Sigma). Após uma incubação 
de 10 minutos, adicionou-se 100 µL de tampãp glicina, a fim de para a reação. 
Para detecção da atividade de NAG, a leitura da absorbância foi realizada em 
400 nm. A média dos valores da duplicata foi usada para determinação da 
atividade da enzima de interesse. 
4.8 Análise de espécies reativas de oxigênio 
Após a eutanásia, os órgãos foram imersos em OCT (Tissue-Tek®, Compound, 
Sakura) para confecção do bloco histológico e congelado em freezer -80ºC. 
Posteriormente, foram realizados cortes de 8 µm em micrótomo criostato e 
colocadas sobre laminas de vidro identificadas. Os cortes foram incubados com 
solução Krebs contendo dihidroetidio 2 µM durante 30min a 37ºC. Ao final, as 
lâminas (5 fotos em cada lâmina) foram fotografadas para posterior medida de 
intensidade da fluorescência emitida nos cortes, o que indica a produção de 
ânion superóxido (MERLO et al., 2016). 
4.9 Determinação de peroxidação lipídica mamária  TBARS 
(Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico) 
Foram pesados 150 mg de tecido mamário foram pesados e processados em 
gelo com homogeneizador de tecidos em 1 mL de tampão fosfato-salino (PBS 
1x) em microtubos devidamente identificados. O volume de 100 µL dos 
homogenato foram transferidos e homogeneizados em vortex em criotubos, 
juntamente com 100 µL de solução de ácido tiobarbitúrico (TBA 1 %) e 50 µL 
de ácido fosfórico (7 %). Os criotubos então foram alocados em estante de 
arame e levadas à estufa a 100ºC por 15 minutos. Passado esse tempo os 
tubos foram colocados em caixa térmica e cobertos com gelo, onde 
permaneceram por 10 minutos. Após isso, adicionou-se 500 µL de butanol aos 
tubos e os mesmos foram levados à centrifugação por 5 minutos a 360 G. 
Pipetou-se 250 µL da fase sobrenadante para microplaca de 96 poços, em 
duplicata, igualmente ao branco (HCl 1N, TBA 1 % e ácido fosfórico 7 %; 
proporção 1:1:1). A leitura foi realizada nos comprimentos de onda 532 e 600 
nm.  A absorbância de 600 nm foi subtraída da de 532 para diminuir 
absorbância inespecífica. O coeficiêncte de extinção 155mM-1 cm-1 foi utilizado 
para determinação da produção de malondialdeído (HODGES et al., 1999). 
4.10 Determinação da concentração de glutationa reduzida  GSH. 
Pesou-se 150 mg de tecido mamário em microtubo, e em gelo homogeneizou-
se junto de 100 µL de PBS 1x e 300 µL de ácido tricloroacético (TCA 12,5 %) 
com homogeneizador de tecidos. As amostras foram centrifugadas por 15 
minutos a 800 G a 4ºC. Pipetou-se então em duplicata 40 µL do sobrenadante 
para microplaca de 96 poços, juntamente com 200 µL de TRIS-HCL 0,4 M e 20 
µL de DTNB (3,95 mg/mL). Pipetou-se também uma curva padrão de GSH nas 
concentrações de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,01 mg/mL. A leitura foi 
realizada em comprimento de onda de 415 nm, e o cálculo de concentração foi 
realizado em utilizando-se a curva padrão de GSH (BECKER; SOLIMAN, 2009; 
TIETZE, 1969). 
4.11 Análise de expressão proteica da GM por Western blot 
As amostras de GM foram processadas e homogeneizadas em tampão de lise 
contendo os inibidores de protease com um homogeneizador e posteriormente, 
centrifugadas a 10000×g por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a 
quantificação de proteínas totais (LOWRY et al., 1951). Após as dosagens, o 
volume necessário foi retirado de cada amostra para uma concentração de 100 
  
do tampão de amostra, contendo -mercaptoetanol. As proteínas foram 
desnaturadas a 100 ºC, por 5 minutos. O SDS-PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis com dodecilsulfato de sódio) foi preparado usando 10-15 % de 
SDS e poliacrilamida (acrilamida e bisacrilamida) (para proteínas de alto peso 
molecular, foram utilizados géis de 10 %; para as demais, géis de 15 %). A 
corrida de eletroforese teve duração de 1 hora e 30 minutos a uma corrente 
constante de 0,07A. Em seguida, as proteínas foram transferidas para 
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA). Após a transferência por 2 
horas a uma corrente constante de 0,25A, as membranas foram lavadas com 
tampão tris-salina 0.05 % e tween 20 (TBS-T), e bloqueadas com leite em pó 
desnatado 5 % em solução de TBS-T por 1 hora. As membranas foram 
novamente lavadas com TBS-T por 10 minutos e incubadas com seus 
respectivos anticorpos primários, conforme a Tabela 1 (diluídos em leite em pó 
desnatado 3 % em TBS-T, durante toda a noite a 4 ºC). As membranas foram 
lavadas em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundário (IgG conjugado a 
fosfatase alcalina, diluído em leite em pó desnatado 3 % em TBS-T, por 1 
hora). O resultado do western blotting foi visualizado por reação colorimétrica 
utilizando-se os reveladores NBT (nitroblue tetrazolium chloride) e BCIP (5-
bromo-4-chloro-3-57 indolylphosphate p-toluidine salt) (sc24981; SCBT, Inc). 
As bandas foram analisadas por densitometria, utilizando o Programa FIJI. A 
expressão relativa foi normalizada pela divisão dos valores da proteína de 
interesse pelo valor do controle interno. 
 
 
 
Tabela 1: Anticorpos usados na avaliação da expressão proteica 
Anticorpos primários Código Diluição
GAPDH sc-25778, SCBT 1:1250 
PPAR  sc-7273, SCBT 1:500 
ED1 MCA341GA, BioRad 1:500 
ER  sc-7207, SCBT 1:500 
CYP19 sc-374176, SCBT 1:500 
GP91-PHOX sc-130543, SCBT 1:500 
COL1A1 sc-293182, SCBT 1:500 
COL3A1 sc-271249, SCBT 1:500 
Anticorpos secundários Código Diluição
IgG anti-coelho + fosfatase 
alcalina 
A3687, Sigma-Aldrich 1:1000 
IgG anti-camundongo + 
fosfatase alcalina 
A3562, Sigma-Aldrich 1:1000 
Tabela 1: GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; PPAR : Receptor ativado por 
proliferador de peroxissoma gama; ED1: antígeno ED1 de macrófagos; ER : receptpr de 
estrogênio alfa; CYP19: aromatase; GP91-PHOX: glicoproteína 91-phox (subunidade da 
NADPH oxidase); COL1A1: colágeno 1 tipo I; COL3A1: colágeno 1 tipo III. IgG:
imunoglobulina G; SCBT: Santa Cruz Biotechnology, INC. 
4.12 Análise Estatística 
Os dados estão apresentados na forma de média ± erro padrão da média 
(EPM). O teste de normalidade usado foi o Pearson omnibus. As 
comparações entre dois grupos foram realizadas com teste t para dados 
Gaussianos. Para dados não Gaussianos, foi usado o teste de Mann-Whitney. 
Para o acompanhamento de peso ao longo do tratamento utilizou-se ANOVA 
de duas vias seguido de pós teste de Bonferroni. Para avaliar a relação entre 
os parâmetros avaliados, foi utilizada a correlação de Spearman ou Pearson 
para distribuição não Gaussiana ou Gaussiana, respectivamente. Todas as 
correlações foram obtidas a partir de valores de animais emparelhados. 
Finalmente, quando a significância estatística foi identificada, testamos se a 
regressão linear ou não linear foi melhor ajustada. As diferenças foram 
consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05, programa 
estatístico Prisma 6.0 (La Jolla, CA, USA).
5.0 RESULTADOS 
5.1 A exposição ao TBT alterou os pesos de ovário e útero, mas 
não o peso corporal. 
Redução dos pesos uterino (CON: 0,38 ± 0,02; TBT: 0,29 ± 0,02 g/tíbia; 
Figura 6A) e ovarianos (CON: 0,06 ± 0,003; TBT: 0,04 ± 0,003 g/tíbia; Figura 
6B) foram encontrados nas ratas expostas ao TBT. Enquanto que, no peso 
corporal, não foi observado diferença ao longo dos 15 dias de exposição ao 
TBT, sendo notada uma tendência no dia 15 (CON: 244 ± 2,55; TBT: 253 ± 
4,11; Figura 6C). 
 
 
Figura 6: Análise do peso dos órgãos reprodutivos e corporal. (A) Peso uterino. (B) peso 
ovariano. (C) Peso corporal das ratas CON e TBT ao longo dos 15 dias de tratamento. Valores 
expressos como média ± EPM. n=6-8 *p<0.05. 
5.2 Ratas expostas ao TBT apresentaram alterações no ciclo estral. 
Ratas expostas ao TBT ao longo de 15 dias apresentaram anormalidade no 
padrão do ciclo estral, quando comparado ao grupo controle (Figura 7A). 
Prolongamento na fase de MD (CON: 2,31 ± 0,01; TBT: 2,91 ± 0,22 dias; 
Figura 7B) foi observado nos animais expostos ao TBT, e em resposta a esse 
evento, houve também aumento da duração total do ciclo estral (CON: 5,21 ± 
0,13; TBT: 5,77 ± 0,21 dias; Figura 7B) nas ratas tratadas com TBT. Diferenças 
não foram notadas nas fases P e E (Figura 7B). 
 
 
Figura 7: Avaliação do ciclo estral. (A) Ciclo individual ao longo dos 15 dias de exposição ao 
veículo e ao TBT. (B) Duração das fases do ciclo estral e sua duração total. Valores expressos 
como média ± EPM. n=6-8 *p<0.05. 
5.3 As GMs das ratas expostas ao TBT apresentaram maior massa 
adiposa e aumento de peso. 
Foi possível notar maior quantidade de massa gorda nas mamas das ratas TBT 
(Figura 8A, B, C e D). A pesagem das mamas apontou maior peso destes 
órgãos nos animais TBT (CON: 0,043 ± 0,002; TBT:0,52 ± 0,004 g/tíbia; Figura 
8E). 
 
 
Figura 8: Dissecção abdominal representativa e peso da GM. (A e B) Dissecção abdominal 
da GM do quarto par das ratas CON e TBT respectivamente. (C,D) GM do quarto par das ratas 
CON e TBT respectivamente montadas em lâminas de vidro. (E) Peso da GM corrigido pelo 
comprimento da tíbia das ratas CON e TBT. Valores expressos como média ± EPM. n=7 
*p 0.05. 
5.4 As GMs das ratas expostas ao TBT apresentaram 
anormalidades morfológicas. 
A técnica de whole mount realizada com o corante carmine permitiu analisar e 
quantificar as estruturas das GMs das ratas (Figura 9 A, B, C, D e F), sendo 
observado por meio desta, a diminuição quantitativa dos TEBs (CON: 3,53 ± 
0,27; TBT: 2,32 ± 0.21 Figura 9G), alvéolos tipo 1(AB1- CON: 2,35 ± 0,16; TBT: 
1,40 ± 0,07; Figura 9H)  e tipo 2 (AB2 - CON: 2,21 ± 0,16; TBT 1,60 ± 0,06; 
Figura 9I) e lóbulos (CON: 1,40 ± 0,10; TBT: 0,86 ± 0,08; Figura 9J) nas ratas 
do grupo TBT.  
Utilizando-se dos valores dos escores de AB1, AB2 e lóbulos realizou-se os 
cálculos dos escores de diferenciação 1 (DF1 = AB1 + AB2 + lóbulos) e de 
diferenciação 2 (DF2 = (AB1 + AB2)/lóbulos), pelos quais foi encontrado 
redução no escore DF1 (CON: 5,96 ± 0,21; TBT: 3,86 ± 0,14; Figura 9K) nas 
ratas expostas ao TBT, mas não no escore DF2.  
Com auxílio do software FIJI (ImageJ), fotografias das GMs foram utilizadas 
para medição da sua área de epitélio mamário (MEA= área medida em torno 
da GM) e da sua elongação (Distância medida a partir da área da papila 
mamária até o ponto mais distal da GM) (Figura 9M e N). Contudo, não foram 
observadas diferenças em ambos os parâmetros (Figura 9O e P) 
 
 Figura 9: Análise morfométrica das GMs pela técnica whole mount. GMs coradas com 
carmine mostrando diferenças na densidade de ductos e das estruturas de elongação (TEBs - 
indicados pelas setas) e das estruturas que desempenham a produção do leite (lóbulos - 
indicados pelas cabeças de seta) das ratas CON (A, B e C) e TBT (D, E e F).  Quantificação 
das estruturas mamárias TEBs (G), escores AB1 (H), escores AB2 (I) e escore de lóbulos (J). 
Determinação dos escores diferenciação DF1 (K) e DF2 (L). Fotografias das GMs das ratas 
CON (M) e TBT (N) coradas com carmine para determinação das medidas de MEA (O) e 
elongação (P). Valores expressos como média ± EPM. n=7 **p<0.01 e ***p<0,001. 
 
5.5 Ratas expostas ao TBT apresentaram hipertrofia do tecido 
adiposo mamário e elevação do triglicerídeo tecidual e da 
expressão de PPAR . 
A análise histológica pela coloração de H&E com auxílio do microscópio Leica 
acoplado a câmera ICC50 HD, permitiu a obtenção de fotos do tecido adiposo 
mamário das ratas CON (Figura 10A e A1) e TBT (Figura 10B e B1) para a 
quantificação de adipócitos e a avaliação do seu diâmetro com o software FIJI. 
Observou-se por meio desta análise redução quantitativa na contagem de 
adipócitos por campo (CON: 22,15 ± 0,69; TBT: 14,10 ± 0,48 adipócitos/campo; 
Figura 10C), sendo isto reflexo do aumento do diâmetro adipocitário (CON:
58,23 ± 1,74; TBT: 74,19 ± 1,68 µm;Figura 10D) sugerindo um processo 
hipertrófico nessas células.  
Por meio de método colorimétrico, foi encontrado aumento de triglicerídeos nas 
GM das ratas TBT (CON: 37,44 ± 4,70; TBT: 51,06 ± 1,38 mg/dL; Figura 10E). 
Além disso, também foi realizada análise da expressão proteica de PPAR , a 
qual também se encontrou aumentada no grupo TBT (CON: 1,00 ± 0,11; TBT: 
1,37 ± 0,08 u.a; Figura 10F). 
 
 
  
 
Figura 10: Análise histomorfológica das GMs. Secções histológicas coradas em H&E das 
GMs das ratas CON (A e A1) demonstrando tecido mamário regular com ducto (representado 
por D) envolto por tecido conjuntivo e tecido adiposo mamário e das ratas TBT (B e B1) com 
ducto apresentando elevada quantidade de tecido conjuntivo, células inflamatórias (asteriscos) 
e adipócitos hipertróficos. (C) Quantificação de adipócitos por campo e (D) Diâmetro dos 
adipócitos. (E) Triglicerídeo da GM e (F) expressão proteica de PPAR . Valores expressos 
como média ± EPM. n=7 *p<0.05, ****p<0.0001. 
5.6 TBT aumentou a expressão de ER  e CYP19 na GM. 
A expressão proteica de ER  e CYP19 foi avaliada por meio de western 
blotting. As ratas do grupo TBT apresentaram aumento da expressão de ER  
(CON: 1,00 ± 0,13; TBT: 2,44 ± 0,56 u.a; Figura 11A) e CYP19 (CON: 1,00 ± 
0,06; TBT: 1,40 ± 0,09 u.a; Figura 11B). 
 Figura 11: Análise da expressão proteica de ER  e CYP19 na GM. (A) Expressão proteica 
de ER  (A) e CYP19 (B) determinada por western blotting. Valores expressos como média ± 
EPM. n=7 *p<0.05. 
5.7 Ratas expostas ao TBT apresentaram perfil inflamatório 
elevado. 
A inflamação na GM foi avaliada por contagem de mastócitos, onde secções 
foram coradas com Alcian blue e as lâminas fotografadas na objetiva de 40x.  
Foi realizada a contagem de mastócitos em contato com os ductos das ratas 
CON (Figura 12A) e TBT (Figura 12B) e de mastócitos no estroma  mamário 
dos grupos (tecido adiposo adjacente), CON (Figura 12C) e TBT (Figura 12D). 
A contagem permitiu observar o aumento na quantidade de mastócitos 
presentes em contato com os ductos (CON: 1,51 ± 0,08; TBT: 1,81 ± 0,11 u.a; 
Figura 12E) e no estroma mamário (CON: 1,91 ± 0,14; TBT: 2,45 ± 0,15 u.a; 
Figura 12F) nas ratas do grupo TBT. 
Além disso, foi determinada a quantificação indireta de macrófagos via 
dosagem de NAG, onde foi observado aumento na atividade desta enzima nos 
animais TBT em comparação como os controles (CON: 2,62 ± 0,70; TBT: 4,70 
± 0,29 u.a; Figura 12G). Em complementação, a expressão proteica do 
marcador macrofágico ED1 foi realizada e apontou aumento do mesmo nas 
ratas TBT em comparação com as CON (CON: 1,00 ± 0,06; TBT: 1,29 ± 0,04 
u.a; Figura 12H). 
  
 
 
 
 Figura 12: Análise do perfil inflamatório das GMs. Secções histológicas das GMs coradas 
em Alcian blue. Mastócitos corados em contato com os ductos (indicados por setas) nas ratas 
CON (A) e TBT (B). Mastócitos corados (setas) no estroma mamário das ratas CON (C) e TBT 
(D). Quantificação de mastócitos em contato com os ductos (E). Quantificação de mastócitos 
por área de estroma (F). Atividade de NAG (G). Expressão proteica de ED1(H). Valores 
expressos como média ± EPM. n=4-5 *p<0.05. 
5.8 As GMs das ratas expostas ao TBT obtiveram aumento no 
estresse oxidativo. 
Criosecções de tecido mamário previamente emblocado em OCT foram 
incubadas com dihidroetídeo (DHE) para determinação da produção de ânions 
superóxidos (O2-) (Figura 13A e B). A análise proveniente desta técnica 
permitiu observar aumento na produção de ânions superóxidos nas GMs das 
ratas TBT em comparação com as controle (CON: 0,35 ± 0,01; TBT: 0,45 ± 
0,02 u.a; Figura 13C). A peroxidação lipídica das GMs foi determinada via 
análise de TBARS, cujos resultados apontaram para um aumento deste evento 
nas ratas TBT (CON: 40,26 ± 9,07; TBT: 63,42 ± 5,25 u.a; Figura 13D). A 
atividade da enzima intracelular antioxidante GSH foi avaliada por colorimetria, 
e por meio desta encontrou-se redução na atividade desta enzima nos animais 
do grupo TBT quando comparado ao controle (CON: 8,36 ± 0,46; TBT: 6,46 ± 
0,45 u.a; Figura 13E). Em complementação ao resultado encontrado na análise 
do DHE a expressão proteica da subunidade da NADPH oxidase (GP91-PHOX 
- geradora de ânions superóxidos) foi avaliada. Entretanto, não foi observado 
aumento na expressão desta proteína (CON: 1,00 ± 0,02; TBT: 1,16 ± 0,11 u.a; 
Figura 13F). 
  
 
Figura 13: Análise do estresse oxidativo das GMs. Criosecções das GMs incubadas com 
DHE (A e B). Quantificação de fluorescência de DHE (C). Quantificação de TBARS (D). 
Determinação da atividade de GSH (E). Expressão proteica de GP91-PHOX (F). Valores 
expressos como média ± EPM. n=4-5 *p<0.05. 
5.9 Exposição ao TBT induziu aumento na deposição de colágeno e 
na expressão de COL1A1 e COL3A1. 
Secções histológicas coradas com Picrossírius red foram utilizadas para 
mensuração da deposição colágena em torno dos ductos mamários das ratas 
CON (Figura 14A, A1) e TBT (Figura 14B e B1). Com auxílio do software FIJI, 
as microfotografias obtidas dos cortes foram avaliadas e sua análise indicou 
aumento na deposição lipídica nas ratas expostas ao TBT (CON: 4,58 ± 0,52; 
TBT: 8,69 ± 1,06 u.a; Figura 14C). 
A expressão de proteínas colágenas foi avaliada de modo a fazer uma 
caracterização do tipo de colágeno depositado em torno dos ductos, e esta 
análise permitiu observar aumento na expressão dos tipos COL1A1 (CON: 1,00 
± 0,03; TBT: 1,35 ± 0,10 u.a; Figura 14D) e COL3A1 (CON: 1,00 ± 0,01; TBT: 
1,62 ± 0,22 u.a; Figura 14E) nas ratas do grupo TBT. 
 
 
Figura 14: Análise do estresse oxidativo das GMs. Secções histológicas das GMs coradas 
com picrossírius red das ratas CON (A e A1) e das ratas TBT (B e B1). Quantificação da 
deposição de colágeno nos ductos (C). Avaliação da expressão proteica de COL1A1 (D) e 
COL3A1 (E). Valores expressos como média ± EPM. n=4 *p<0.05, **p<0.01. 
5.10 Análise de correlação entre os parâmetros morfométricos, 
adipogênicos, inflamação, estresse oxidativo e fibrose. 
Para avaliar a relação entre parâmetros morfométricos, adipogênicos, 
inflamação, estresse oxidativo e fibrose, análises de correlação foram 
realizadas,  um ajuste linear ou não linear foi traçado sempre que apropriado 
(Figuras 15 e 16).  
Foi observada uma correlação linear negativa  entre o diâmetro dos adipócitos 
e o escore AB2 (Pearson r: -0,69; p= 0,05; Fig. 15C) e positiva com expressão 
proteica de ER (Pearson r: 0,84; p= 0,007; Fig. 15G). Contudo, não foi 
encontrada correlação linear entre o diâmetro de adipócitos e o número de 
TEBs (Pearson r: -0,50; p= 0,20; Fig. 15A), escore AB1 (Pearson r: -0,51; p= 
0,18; Fig. 15B), escore  de lóbulos (Pearson r: -0,53; p= 0,16; Fig. 15D) e 
escore  DF1 (Pearson r: -0,65; p= 0,07; Fig. 15E), expressão proteica de 
CYP19 (Pearson r: 0,48; p= 0,22; Fig. 15F). 
Os níveis de triglicerídeos apresentaram forte correlação com os parâmetros 
morfométricos da GM. Por exemplo, os níveis de triglicerídeos da GM se 
correlacionaram negativamente com número de TEBs (Pearson r: -0,87; p= 
0,004; Fig. 15H), escore AB1 (Pearson r: -0,81; p= 0,01; Fig. 15I), escore  de 
lóbulos (Pearson r: -0,76; p= 0,02; Fig. 15K) e escore DF1 (Pearson r: -0,80; p= 
0,01; Fig. 15L). Não foi observada correlação entre os níveis de triglicerídeos e 
escore AB2 (Pearson r: -0,53; p= 0,17; Fig. 15J), expressão proteica de 
CYP11A1 (Pearson r: 0,49; p= 0,21; Fig. 15M) e de ER  (Pearson r: 0,51; p= 
0.19; Fig. 15N).  
A expressão proteica de PPAR  se correlacionou negativamente com escore 
AB1 (Pearson r: -0,85; p= 0,007; Fig. 15P). Não foi observada correlação entre 
a expressão proteica de PPAR  com número de TEBs (Pearson r: -0,39; p= 
0,33; Fig. 15O), escore AB2 (Pearson r: -0,20; p= 0,62,Fig. 15Q), escore de 
lóbulos (Pearson r: -0,27; p= 0,50; Fig. 15R), escore DF1 (Pearson r: -0,54; p= 
0,16; Fig. 15S), expressão proteica de CYP19 (Pearson r: 0,56; p= 0,14; Fig. 
15T) e de ER  (Pearson r: 0,36; p= 0,37; Fig. 15U).  
A expressão proteica da CYP19 apresentou correlação negativa com escore 
AB1 (Pearson r: -0,71; p= 0,04; Fig. 15W), escore AB2 (Pearson r: -0,69; p= 
0,05; Fig. 15X) escore DF1 (Pearson r: -0,75; p= 0,03; Fig. 15Z). Não 
encontramos correlação significativa entre expressão de CYP19 e número de 
TEBs (Pearson r: -0,45; p= 0,25; Fig. 15V) e L escore (Pearson r: -0,56; p= 
0,14; Fig. 15Y). 
Não foi observada correlação entre expressão proteica de ER  com número de 
TEBs (Pearson r: -0,37; p= 0,36; Fig. 15Aa), escore AB1 (Pearson r: -0,59; p= 
0,12; Fig. 15Bb), escore AB2 (Pearson r: -0,52; p= 0,17; Fig. 15Cc), escore de 
lóbulos (Pearson r: -0,32; p= 0,43; Fig. 15Dd), escore DF1 (Pearson r: -0,55; p= 
0,15; Fig. 15Ee). 
O diâmetro de adipócitos se correlacionou positivamente com a inflamação 
(Pearson r: 0,71; p= 0,04 Fig 16A), estresse oxidativo (Pearson r: 0,81; p= 0,01; 
Fig 16B) e fibrose (Pearson r: 0,87; p= 0,005; Fig 16C). Os níveis de 
triglicerídeos apresentaram-se fortemente correlacionados com a inflamação 
(Pearson r: 0,83; p= 0,01; Fig 16D) e estresse oxidativo (Pearson r: -0,79; p= 
0,02; Fig 16E), mas não com a fibrose (Pearson r: 0,66; p= 0,06; Fig 16F). 
A expressão proteica de PPAR  se relacionou positivamente com a inflamação 
(Pearson r: 0,80; p=0,01; Fig.16G), mas não com estresse oxidativo (Pearson r: 
0,45; p= 0,25; Fig.16H) e fibrose (Pearson r: 0,33; p= 0,42; Fig.16I). Não foi 
observada correlação com associação linear entre a expressão proteica de 
CYP19 e inflamação (Pearson r: 0,49; p= 0,21; Fig.16J), estresse oxidativo 
(Pearson r: 0,47; p= 0,22; Fig.16K) e fibrose (Pearson r: 0,44; p= 0,26; Fig.16L). 
Correlação positiva foi encontrada entre a expressão proteica de ER  e 
estresse oxidativo (Pearson r: 0,84; p=0,008; Fig.16N) e fibrose (Pearson r: 
0,91; p= 0,002; Fig. 16O), mas não com a inflamação (Pearson r: -0,68; p= 
0,06; Fig. 16M). 
 
 
Figura 15: Correlação entre marcadores adipogênicos, morfológicos, expressão proteica 
de CYP19 e ER . Os valores do número de TEBs (A), escore AB1 (B), escore AB2 (C), escore 
de lóbulos (D), escore DF1 (E), expressão proteica de CYP19 (F) and 
correlacionados com o diâmetro dos adipócitos. Os valores do número de TEBs (H), escore 
AB1 (I), escore AB2 (J), escore de lóbulos (K), escore DF1 (L), expressão proteica de CYP19 
erídeos. Os valores do número 
de TEBs (O), escore AB1 (P), escore  AB2 (Q), escore  de lóbulos (R), escore  DF1 (S), 
expressão proteica de CYP19 (T) e 
de PPAR . Os valores do número de TEBs (V), escore AB1 (W), escore AB2 (X), escore de 
lóbulos (Y), escore DF1 (Z) foram correlacionados com a expressão proteica de CYP19. Os 
valores do número de TEBs (Aa), escore AB1 (Bb), escore AB2 (Cc), escore de lóbulos (Dd), 
escore DF1 (Ee) foram correlacionados com a expressão proteica de ER . (n=8). A 
significância estatística (p  0.05) foi testada usando o teste Spearman's or Pearson's se uma 
distribuição de dados não-Gaussiana ou Gaussiana, foi respectivamente detectada. 
 
Figura 16. Correlação entre marcadores adipogênicos, inflamação, estresse oxidativo, 
fibrose e expressão proteica de CYP19 and ER .Os valores de inflamação da GM (A), 
estresse oxidativo (B) e fibrose (C) foram correlacionados com o diâmetro dos adipócitos. Os 
valores de inflamação da GM (D), estresse oxidativo (E) e fibrose (F) foram correlacionados 
com os níveis de triglicerídeos. Os valores de inflamação da GM (G), estresse oxidativo (H) e 
fibrose (I) foram correlacionados com a expressão proteica de PPAR . Os valores de 
inflamação da GM (J), estresse oxidativo (K) e fibrose (L) foram correlacionados com a 
expressão proteica de CYP19. Os valores de inflamação da GM (M), estresse oxidativo (N) e 
fibrose (O) foram correlacionados com a expressão proteica de ER . (n=8). A significância 
estatística (p<0.05) foi testada usando o teste Spearman's or Pearson's se uma distribuição de 
dados não-Gaussiana ou Gaussiana, foi respectivamente detectada. 
6.0 DISCUSSÃO 
Este estudo fornece evidencias pela primeira vez que a exposição ao TBT leva 
a anormalidades na GM, como resultado de, pelo menos em parte do efeito 
obesogênico sobre o tecido adiposo da GM de ratas Wistar adultas. Sendo 
observado atrofia das principais estruturas da GM, hipertrofia do tecido adiposo 
mamário e consequente processo inflamatório, acompanhado de estresse 
oxidativo e fibrose. 
O tecido adiposo da GM das ratas expostas ao TBT ao longo de 15 dias 
apresentou anormalidades, e dentre estas, a inflamação (aumento quantitativo 
de mastócitos e na atividade de macrófagos). A inflamação por sua vez, 
apresentou correlação positiva com os parâmetros do tecido adiposo que se 
mostraram alterados no grupo TBT, como o diâmetro dos adipócitos da GM, os 
níveis de TG e a expressão proteica de PPAR . Além disso, esses mesmos 
parâmetros (com exceção do PPAR ) também apresentaram correlação 
positiva com o estresse oxidativo. Junto destas complicações, características 
de remodelamento da GM foram observadas, somadas de um aumento nos 
parâmetros que sugerem um evento fibrótico na GM das ratas TBT. Assim 
sendo, esses dados sugerem que os efeitos obesogênicos do TBT na gordura 
da GM podem de alguma forma estar associados com as alterações 
observadas nas ratas do grupo TBT. Observou-se, além disso, a expressão 
elevada das proteínas ER  e CPY19 (aromatase) na GM das ratas TBT. 
 Sabe-se por meio de investigações prévias que, o TBT é um composto 
obesogênico (subclasse dos EDC), capaz de aumentar o risco de obesidade e 
complicações metabólicas por ativação anormal de RXR e PPAR  e por 
modulação anormal de outras vias de sinalização (DE ARAÚJO et al., 2018b; 
FREITAS-LIMA et al., 2018; GRÜN et al., 2006; SHOUCRI et al., 2017). 
O aumento na deposição adiposa é uma característica comum após a 
exposição ao TBT em diferentes modelos (BERTULOSO et al., 2015; GRÜN et 
al., 2006; PENZA et al., 2011). Por exemplo, após a exposição ao TBT na 
concentração de 100 ng/Kg/dia (por 15 dias), ratas tiveram aumento da massa 
adiposa (COUTINHO et al., 2016; DE ARAÚJO et al., 2018b; MERLO et al., 
2016). 
Diversos estudos com diferentes EDCs reportaram que os mesmos afetam o 
desenvolvimento epitelial e as células adiposas mamárias em roedores (LA 
MERRILL et al., 2009; VANDENBERG et al., 2012). Entretanto, poucos estudos 
avaliaram os efeitos dos OTs sobre a GM tanto em modelos in vivo quanto in 
vitro (BALAS et al., 2011; CARDARELLI et al., 1984; GRÜN et al., 2006; SILVA 
et al., 2013) (Tabela 2). Além disso, não encontramos estudos avaliando 
especificamente os parâmetros da GM in vivo. Por esta razão, comparamos o 
efeito encontrado em nosso modelo com outros estudos que utilizaram 
diferentes tipos de obesogênicos como o BPA, conhecido como um potencial 
ativador de PPAR  assim como o TBT (GRÜN et al., 2006; HEINDEL; 
NEWBOLD; SCHUG, 2015). 
Camundongos adultos expostos a baixas doses de BPA a (25ng/Kg/dia) 
sofreram estimulação do crescimento mamário, com aumento no número de 
TEBs e da ramificação lateral. Contudo, a exposição a altas doses (250 
ng/Kg/dia) resultou em um efeito oposto, reduzindo o crescimento longitudinal e 
lateral da GM (MUÑOZ-DE-TORO et al., 2005). O efeito encontrado com alta 
dose de BPA se mostrou similar ao encontrado neste estudo, onde observamos 
a redução dos parâmetros morfológicos, devido a diminuição quantitativa de 
TEBs, AB1 e 2 e lóbulos, sugerindo atrofia da GM das ratas expostas ao TBT. 
Visto que houve prejuízo no ciclo estral com maior duração da fase de MD (DE 
ARAÚJO et al., 2018b; PODRATZ et al., 2015) ao longo da exposição ao TBT, 
é esperado a redução dos níveis de E2 circulante, o que poderia explicar a 
redução das estruturas da GM (MACIAS; HINCK, 2012). Além disso, 
recentemente foi mostrado o TBT altera os níveis séricos de progesterona, bem 
e de testosterona circulante em ratas (DE ARAÚJO et al., 2018b; SENA et al., 
2017). 
Tabela 2: Resumo das alterações causadas na GM por ação dos OTs. 
 
 Modelo/OT/Dose/ Tempo de exposição 
Parâmetros da 
Glândula Mamária 
Camundon
gos/TBT(0.
5 
mg/kg/dia)/ 
DG 12-21 
MCF-7, MDA-MB-
231, MTSV-17/ 
OTcs (0.001-
10µM)/48-72hrs 
MCF-7/TBT 
(0-1000 nM)/ 
20-24hrs 
MCF-7/ TBT, 
TPT/10-12-
106M/ 24-
72hrs 
MCF-7, MDA-
MB-231/ TBT, 
TPT/200-800 
nM/72 hrs 
Ratas/ 
TBT/ 
100ng/Kg/
dia/ 15 
dias 
Morfologia      
Peso da GM NR NA NA NA NA 
TEBs NR NA NA NA NA 
Lóbulos NR NA NA NA NA 
Diferenciação (ABs, 
DF1) NR NA NA NA NA 
 
Metabolismo 
lipídico   
 
   
Adipócitos 
(Nº/diâmetro) NR NR NR NR NR 
 
Triglicerídeos da GM NR NR NR NR NR 
Deposição lipídica (Oil 
Red)        NR NR NR NR 
NR 
Expressão de PPAR   NR NR NR NR NR NR 
Inflamação      
Nº de mastócitos NR NA NA NA NA 
Macrófagos 
(atividade/expressão) NR NA NA NA NA 
 
Estresse oxidativo      
DHE NR NR NR NR NR 
TBARS NR NR NR NR NR 
GSH NR NR NR NR NR 
Fibrose      
Deposição de 
colágeno NR NA NA NA NA  
Expressão de 
COL1/3 NR NA NA NA NA 
 
Referências Grün et al, 
2006 
Balas et al, 2011, 
2012 
Sharan et al, 
2013 
Fickova; 
Macho; 
Brtko, 2014 
Hunakova et al, 
2015 
Este 
estudo 
Tabela 2: GM: Glândula mamária; DG: Dia gestacional. TEBs: Botões terminais; ABs: Terminais alveolares; 
DF1: Escore de diferenciação 1 PPAR : Receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama; DHE:  
Já foi reportado em nossos estudos o aumento anormal da massa gorda com 
hipertrofia de adipócitos, do perfil lipídico e da expressão de PPAR  após a 
exposição a 100 ng/Kg/dia de TBT por 15 dias em ratas (BERTULOSO et al., 
2015; FREITAS-LIMA et al., 2018). Além disso, também foi reportado 
deposição ectópica de gordura e sinalização irregular em diferentes tecidos de 
roedores, tais como fígado, adrenal e ovários (CHAMORRO-GARCÍA et al., 
2013b; DE ARAÚJO et al., 2018b; MERLO et al., 2016). Corroborando com os 
trabalhos citados, este estudo apresentou adipócitos hipertróficos, elevados 
níveis de triglicerídeos e maior expressão de PPAR , além de correlação 
positiva com o peso mamário, o que permite sugerir que o TBT apresenta efeito 
obesogênico no tecido adiposo da GM. 
Apesar da hipertrofia do tecido adiposo mamário como mencionado acima, não 
foi observado diferença no peso corporal entre os dois grupos utilizados neste 
estudo, diferente do já reportado por Bertuloso et al., (2015), Sena et al. (2017) 
e de Araújo et al. 2018. Entretanto, outros trabalhos mostraram que os animais 
expostos ao TBT também não ganharam peso suficiente (PODRATZ et al., 
2012) para evidenciar diferença, sendo reportado no entanto, o aumento da 
adiposidade corporal quando comparados aos controles, ou seja, não 
impreterivelmente será observado o aumento na massa total corporal, mas 
tende a ser observado aumento da massa adiposa (GRÜN et al., 2006; PENZA 
et al., 2011). 
Os parâmetros normais do epitélio mamário como crescimento, diferenciação, 
lactação e involução estão intimamente relacionados com o tecido adiposo 
adjacente em modelos mamíferos (HOVEY; AIMO, 2010; SAKAKURA et al., 
Dihidroetídeo ; TBARS: Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; GSH: Glutationa reduzida; COL1/3:  
colágeno 1 tipo I  1 and 3; OTs: Organotins;  TBT: Tributilestanho; TPT: Trifenilestanho; DPT: Difenilestanho; 
OTcs: Complexos de TBT, TPT, DPT; MCF-7:  células positivas para receptor de estrgênio; MDA-MB-231: 
breast, células negativas para receptor de estrogênio; MTSV-17: células epiteliais de glândula mamária normais 
aplicável. hrs: horas. Nº: número. 
 
 
1987). Ambos, dieta e compostos químicos exógenos tem mostrado impactar 
tanto o epitélio quanto o estroma mamário. Por exemplo, excesso de tecido 
adiposo mamário e elevados níveis de triglicerídeos são associados com 
prejuízo no desenvolvimento e diferenciação alveolar, lactogenese, constituição 
do leite, bem como reduzida massa parenquimal em camundongos fêmea com 
obesidade induzida por dieta (FLINT, 2005). Além disso, ratas grávidas 
tratadas com glutamato monossódico apresentaram aumentado conteúdo 
adipocitário e redução no desenvolvimento alveolar (CANCIAN et al., 2016). De 
forma consistente com esses achados, nós observamos neste estudo uma forte 
correlação negativa entre os níveis de triglicerídeos do tecido mamário com o 
número de TEBs, AB1, lóbulos e escore DF1 nas ratas TBT, apontando para o 
resultado da ação obesogênica sobre as anormalidades observadas neste 
modelo. 
De fato, o TBT é capaz de induzir inflamação em diversos tecidos (COUTINHO 
et al., 2016; MITRA et al., 2013). A condição de expansão da massa gorda 
anormal como resultado da exposição ao TBT geralmente vem acompanhada 
de inflamação de baixo grau, e perfil de adipocinas alterado (FREITAS-LIMA et 
al., 2018). Como observado neste estudo e previamente por outros, o TBT 
aumenta o número de mastócitos e de macrófagos em vários tecidos 
(BERTULOSO et al., 2015; FREITAS-LIMA et al., 2018). A massa adiposa da 
GM é também suscetível ao aumento da inflamação na obesidade, como 
mostrado pela relação entre a presença de macrófagos e adiposidade 
(SUBBARAMAIAH et al., 2011). Elevada atividade de NAG e expressão ED1 
(marcador macrofágico) foram observadas na GM das ratas TBT.  
Além disso, uma correlação fortemente positiva entre o diâmetro adipocitário, 
níveis de triglicerídeos, expressão de PPAR  e a inflamação foi encontrada nas 
ratas expostas ao TBT. Outros relatos sugerem que as citocinas da GM 
inflamada na obesidade podem estimular a produção estrogênica pela 
atividade da aromatase, levando a anormalidades e aumentado risco e câncer 
(BROWN, 2014; HARADA; UTSUMI; TAKAGI, 1993). Neste trabalho 
observamos elevada expressão proteica de ER  e CYP19 na GM das ratas 
TBT. Uma correlação negativa foi encontrada entre a expressão de CYP19 e o 
escore AB1 e com o escore DF1, sugerindo seu papel sobre a morfologia 
anormal da GM. Uma correlação positiva foi observada entre o diâmetro dos 
adipócitos mamários e a expressão proteica de ER , peso e estresse oxidativo 
mamário. Assim sendo, esses dados sugerem que a ação do TBT tem 
associação com a inflamação e expressão alterada de ER  e CYP19 na GM. 
Já se sabe da associação entre a exposição ao TBT com disfunção celular via 
estresse oxidativo em pelo menos quatro tecidos como o vascular, renal, 
adrenal e hipófise (COUTINHO et al., 2016; MERLO et al., 2016; RODRIGUES 
et al., 2014). Nosso trabalho estende esses achados para a GM, demonstrando 
um aumento nos níveis de O2  e TBARS, seguido de redução da atividade de 
GSH da GM nas ratas TBT, sugerindo aumento do estresse oxidativo nesses 
animais. Reforçando esses achados uma correlação positiva entre a hipertrofia 
dos adipócitos, níveis de triglicerídeos e estresse oxidativo foi observada. 
Além disso, estudos anteriores mostraram que o TBT induz o dano celular, o 
que pode levar a um remodelamento tecidual com deposição de tecido fibroso 
(DE ARAÚJO et al., 2018b). Assim sendo, após a avaliação da deposição de 
tecido fibroso no tecido mamário observamos aumento na deposição de 
colágeno em torno dos ductos mamários nas ratas TBT. Para determinar o 
caráter da deposição lipídica realizamos a análise de expressão proteica de 
COL1A1 e COL3A1, as quais se mostraram aumentadas nos animais do grupo 
TBT. Com base nesses achados é sugestivo que o TBT possa induzir fibrose 
na GM. 
7.0 CONCLUSÃO 
Em conclusão, nosso modelo demonstra que a exposição ao TBT tem potencial 
de desencadear anormalidades na GM de ratas adultas, onde é demonstrado 
mais uma vez sua influência sobre o tecido adiposo, marcadores adipogênicos, 
e seu envolvimento com inflamação, estresse oxidativo e fibrose. Além disso, a 
inflamação anormal da GM pode estar associada com aumento na expressão 
de ER  e CYP19. Esse estudo por sua vez, permite ampliar os conhecimentos 
do efeito obesogênico do TBT sobre a GM, via regulação anormal dos 
marcadores adipogênicos em ratas adultas.
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